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® Fucose-marklerte Batracylinderlvate. 

@ Das heterocycllsche Amin Batracylin zeigt ausgezeichnete Antitumorwirkung im Colon-38-Modell an der 
Maus; dieses Modell gilt als reprasentativ fOr die Wirkung gegen Dickdarmkrebs. DIese Wirkung \m sich durch 
eine Markierung mit Fucose verbessern. 

Die neuen Verbindungen haben die Formel: 
[R]n-AAi-AA2-C. 
wo: 

C = Batracylin 

AAi und AA2 = gegebenenfalls geschiitzte L- oder D-Aminosauren 
n = 0-2 



in 

CM 



OH 



lA 



Alkylen oder Arylen 
CO, NH, O 



^ B = Bindung oder Diacylrest einer DicarbonsSure. 
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Das heterocyclische Amin ^ (Batracylin) zeigt ausgezetchnete Antitumorwirkung im Colon-38-Modell an 
der Maus; dieses Modell gilt als reprasentativ fOr die Wirkung gegen Dickdarmkrebs. (US 4 757 072). 



O 




Die Wirkung von Batracylin ist stark eingeschrankt durch die gerlnge Loslichkeit in wasserhaltigen 
Losungsmittein, die u.a. eine Herstellung appllzierbarer LSsungen erschwert. 

Dieses Handlkap wurde durch die Acylierung von 2 mit naturlichen AminosSuren zu den Acylderivaten 
2 uberwunden (US 4 180 343). Verbindungen des Typs 2 werden durch Peptidasen in Humanserum zu 1 
gespalten und sind daher, bei besserer Wasserl6slichkeit,"ebenso wirksam wie 1. 

Im Rahmen von welteren Untersuchungen wurde nun Oberraschend gefunden, daB neue Peptid- und 
Glycopeptidkonjugate von ^, die keine Prodrugs darstellen. an SW 480-Zellinien cytostatische Wirkung 
zeigen, die der von Batracylin ^ gleich kommt oder diese sogar Obertrifft. 

Interessanterweise fuhrte "die Anknupfung von /3-L-Fucose-Derivaten an Peptidkonjugate von 1 zu 
wirksamen Verbindungen. wahrend alle anderen getesteten Glycopeptidderivate unwirksam waren. 

Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dafl durch Anknupfung von /S-L-Fucose an nicht wirksame 
Peptidkonjugate die gewunschte Wirkung wiederhergestellt werden konnte. 

Die neuen Derivate zelchnen sich durch gOnstigere Losungseigenschaften aus und fur /S-L-Fucose- 
Konjugate konnen nnoglichenrt^eise bessere Selektivitaten bezuglich der Wirkung erwartet werden. 

Die neuen Verbindungen werden durch folgende allgenneine Forme! beschrieben: 

[R]„-AAi-AA2-C 
mit 

C = ein Cytostatlkum, bevorzugt 



o 



R = 




X = Alkylen, Arylen 
Y = CO.NH.O 

B = BIndung oder DIacylrest einer DicarbonsSure, 
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AAi = ist ein naturlicher Aminosaure-Rest in der L- oder D-Konfiguration oder Bindung. Falls AAi 
noch weitere funktionelle Gruppen tragt, so konnen diese deblockiert oder mit bekannten 
Schutzgruppen geschUtzt oder amidartig mit B verknupft vorllegen. Als Schutzgruppen 
geeignet sind z.B. Benzyloxycarbonyl, Fluorenylmethoxycarbonyl, t-Butyloxycarbonyl, Benzyl 
Oder tert.-Butyl. 

AA2 = ist eine naturliche Aminosaure in der D- oder L-Konfigu ration oder Bindung. Falls AA2 noch 
weitere funktionelle Gruppen tragt, so konnen diese deblockiert oder mit bekannten Schutz- 
gruppen geschutzt oder amidartig mit B verknupft vorllegen. Als Schutzgruppen geeignet 
sind z.B. Benzyloxycarbonyl, Fluorenylmethoxycarbonyl, t-Butyloxycarbonyl, Benzyl oder 
tert.-Butyl. 

n = 0.1.2. 

Bevorzugt sind Verbindungen. bei denen 
X = p-Phenylen oder(CH2)m. 

wobei m 1-20, bevorzugt 1-10, sein kann 
Y = CO,NH, 

B = Bindung oder der Rest einer Ca-Ce-Dicarbonsaure, 
n = 0.1,2. 

Ganz besonders bevorzugt sind 

fur AAi Aminosaure-Reste mit sauren oder basischen Seitenketten, oder Bindung 

furAA2 Aminosaure-Reste wie Ala, Val, Leu, He, Nva, Gly. Phe (D- oder L-Konfiguration), die 

amidartig mit dem Heterocyclus und mit AAi verknOpft sind. 
fOr R die folgenden /3-L-Fucose-Derivate: 
Ri = 



O 




HO 



6-L-Fuc-Hyac- 

R2 = 

o 

HO 

6-L-Fuc-Hycapr- 

R3 = 




B-L-Fuc-pAP-Suc- 



3 
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R4 



H,C- 



10 



HO 



0' 
OH 



.OH 




O o 

II II 
NH— C {CHzh C 

6-L-Fuc-pAP-Glut- 



15 



20 



25 



30 



3S 



40 



H,C 




8-L-Fuc-pAP- 



H,C 



HO 



■0- 

OH 



O— (CH2)6 — NH 
.OH 



6-L-Fuc-fi>-AHex- 



R7 = 



O O 

^ ^ II II 

HaCr^O-^O- (CH2)jr-NH — c— icni)^-c 
HO 



B-L-Fuc-iB-AHex-Suc- 



Anstelle des Batracylins kSnnen auch andere Cytostatika Oder deren Derivate eingesetzt warden wie 



Z.B. 

so Methotrexat: 



N^N. NH. 



55 



CH, 



HOOC - CHf CH2- CH- NH- C 

II 

O 



N CH2 N'^^ 



CH, 



NH, 



4 
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Nimestin: 




35 AbkOrzungen und Aflgemeines 

Alle Aminosauren werden in der lUPAC-IUB-Abkiirzung (3 Buchstaben-Code) dargestellt. 
Wenn keine Konfiguration angegeben ist. iiegen sie in der L-Form vor. 
Schutzgruppen werden in allgemein gebrauchlicher Schreibweise abgekUrzt. 

40 

Weitere AbkUrzungen: 





^-L-Fuc 


j8-L-Fucosyl 




Hyac 


Hydroxyacetat 


45 


Hycapr 


«-Hydroxycaprylat 




pAP 


p-Aminophenyl 




Sue 


Succinyl 




Bzl 


Benzyl 




Z 


Benzyloxycarbonyl 


50 


Fmoc 


Fluorenylmethoxycarbonyl 




Boc 


t-Butyloxycarbonyl 




DMF 


N,N-Dimethylformamid 




Ac 


Acetyl 




Hex 


Hexyl 


55 


Glut 


Glutarat 




cd-AHex 


w-Amino-h8xanyl(1 ) 




DCC 


Dicyclohexylcarbodiimid 




HOSu 


N-Hydroxysucclnimid 



5 
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Allgemeine Synthesevorschrift fOr Batracylin-Glycopeptidkonjugate 



10 



jS-L-Fucoside mit w-Hydroxycarbonsaureestern oder geeignet an der Aminofunktion geschutzten <o- 
Hydroxyalkylaminen werden vorteilhaft aus peracylierter L-Fucose unter der Verwendung von Lewis-Sauren 
wie (CH3)3SiOS02CF3, BFa'OEb. ZnCbetc. Oder aus acylierten L-Fucosylhalogeniden unter Ven/vendung 
von Schwermetallsalzen, bevorzugt Silber- oder Quecksllberverbindungen, in einem geeigneten Losungs- 
mittel wie z.B. CH2CI2, CHCI3, Toluol etc. hergestellt. Zur Darstellung der Zielverbindungen 4 werden die 
geschutzten Zwischenprodukte 3 wie allgemein bekannt entblocklert. 

So konnen die w-Carbonsaurefucoside durch Verseifung der Acylgruppen und der Carbonsaureestergrup- 
pen und anschlie/Jende Freisetzung der Carbonsauren aus ihren Salzen hergestellt werden. Die w- 
Aminofucoside werden durch Freisetzung der <o-Anr)inoverbindung aus den blockierten Derivaten und 
anschliefiende Verseifung der Acylschutzgruppen bzw. mit umgekehrter Abfolge hergestellt. Die reinen 
Zielverbindungen 4 werden vorteilhaft durch Kristallisatlon oder chronnatographische Methoden gewonnen. 



15 



20 




— C — O O-C— 



It 
O 



25 



30 



H,C 



0(CH2)„-R3 




Ri = Alkyl, Aryl 
R2 = Halogen, 0-Acyl 
r3 = C00R.NR'R" 
n=2-20 



35 



40 



H,C 




JL R = C00H,NH2 



45 Altemativ zu 4 wird in Batracylin-konjugaten das /3-L-Fucose-Derivat 5 eingesetzt, das aus dem 
kauflichen iS-L-Fuc^e-p-nitrophenylglycosid hydrogenolytisch gewonnen wird. ~ 




6 
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Die Synthese von Peptidkongujaten des Batracylins kann nach verschiedenen, in der Peptidchemie 
bekannten Methoden, erfolgen, die in einenn Obersichtswerk beschrieben sind (E. Wunscli in Houben-Weyl, 
Band 15 1/2(1974)). 

Aus Grunden der Racemlsierungsgefahr wird die Einzelschritt-Verlangerung mit urethangeschutzten 
5 Aminosauren der Fragmentkondensatlon vorgezogen. 

Die Waiil der Schutzgruppen und der Aktivierungsmethoden laCt vielfaltige Variationen zu. Bevorzugt 
werden bel der Kondensation die WQnsch-Weygand-IVIethodemit DCC/HOSu oder bei wenig reaktiven 
Aminofunktionen das Saurechlorid- oder Mischanhydrldverlahren eingesetzt. 

Die Anknupfung der L-Fucose-Derivate 4 und 5 kann nach den beschriebenen Metlioden an geeignet 
10 geschutzte Peptidkonjugate des Batracylins erfolgen. 

Alternativ dazu kSnnen auch zuerst AminosSure-, Dicarbonsaure- oder Peptidkonjugate von 4 und 5 
hergestellt werden. die im weiteren dann nnit Batracylin oder Batracylin-Aminosaure-Konjugaten verknupft 
werden. 

75 Beispiele: 

Dipeptidkonjugate: 

Beispiel 1 

20 

H-D-Alanyl-L-Alanyl-Batracylin 

Die Synthese lauft ausgehend von Batracylin und Fmoc-Alanin Ober 4 Reaktionsstufen und wird hier 
exemplarisch fur die Beispiele 1-11 beschrieben. 

25 

Fluorenyl-9-methoxycarbonyl-(Fmoc)-L-alanyi-batracylin 

2,5 g (8 mmol) Fmoc-L-Alanin werden in 80 nril abs. Methylenchlorid suspendiert und mit 870 u\ (12 
mmol) Thionylchlorid versetzt. Nach 30 min wird die gleiche Menge Saurechlorid nachgesetzt und der 

30 Ansatz eine weitere Stunde bei Raunntemperatur geruhrt. Nach Einengen und Nachdestiliieren nnit CH2CI2 
erhalt man einen amorphen Feststoff, der sofort weiter umgesetzt wird. Das Fmoc-Aminosaurechlorid wird 
in 80 mi CH2CI2 gelost und unter Stickstoffatmosphare in eine Suspension aus 1 g (4 mmol) Batracylin und 
500 ul (6 mmol) Pyridin in 400 ml abs. CH2CI2 gegeben. Nach 16h ROhren bei Raumtemperatur wird 
eingeengt und der verbleibende Ruckstand 30 min mit Methanol Im Ultraschallbad behandelt. Nach 

35 Absaugen und intensivem Nachwaschen mit Methanol erhalt man 2,07 g (95 %) der Zielverbindung, deren 
Struktur NMR-spektroskopisch belegt wurde. Rfi 0.73 (Toluol/Ethanol 3:1) 

L-Alanyl-batracylin 

40 2 g (3,7 mmol) Fmoc-Alanyl-Batracylin werden in 50 ml Piperidin suspendiert und 30 min im 
Ultraschallbad behandelt. Man engt ein, destilliert mehrmals mit CH2CI2 nach und digeriert den Ruckstand 
mit Methanol. Nach 10 min saugt man ab und wascht nach, bis der Ruckstand piperidinfrei ist. Das Produkt 
fSllt in sehr reiner Form und in nahezu quantitativer Ausbeute an. 
Ausbeute: 1.15 g (97%). R,: 0.38 (CH3CN/H2O/ACOH) 5:1:0,2. 

45 

t-Butyloxycarbonyl-D-alanyl-L-alanyl-batracylin 

340 mg (1,8 mmol) Boc-D-Alanin und 340 mg (2,7 mmol) N-Hydroxysuccinimid werden in 30 ml abs. 
DMF gelost und bel 0*C mit 415 mg (2,16 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Nach 2h Reaktionszeit 

50 bei Raumtemperatur gibt man 513 mg (1,5 mmol) Alanyl-batracylin hinzu und \M\ weitere 16h bei 
Raumtemperatur reagieren. Die Losung wird aufkonzentriert und der ausgefalfene Harnstoff abgetrennt. Das 
Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie (LM CH2Cl2/MeOH 99:1) gereinigt. Die entsprechenden 
Fraktionen werden eingeengt und der ROckstand zur Entfernung vom restlichen Hydroxysuccinimid mit 
Esslgester digeriert. Nach Einengen und Trocknen erhalt man das geschOtzte Dipeptidkonjugat, dessen 

55 Struktur NMR-spektroskopisch belegt wird. 

Ausbeute: 570 mg (72 %) R,: 0,65 (Toluol/Ethanol 3:1) 

D-Alanyl-L-alanyl-batracylin 
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570 mg (1,16 mmol) des geschUtzten Dipeptidkonjugats Boc-D-AIa-L-Ala-Batracyiin werden bei O'C mit 
4,5 ml wasserfreier Trifluoressigsaure behandelt. EInengen. Nachdestillieren mit Wasser und Geftiertrock- 
nen ergibt in quantitativer Ausbeute das Trifluoracetat der Zielverbindung. 
Rf: 0,35 (CH3CN/H2O/ACOH 5:1:0.2). 
5 Folgende Verbindungen werden in Analogie zu 1 hergestellt: 

Beisplel 2 

H-L-Ala-L-Ala-Batracylin 

10 

R,: 0,35 {CH3CN/H2O/ACOH 5:1:0.2) 
Beispiel 3 
15 H-D-Ala-P-Ala-Batracylin 

R,: 0,35 (CH3CN/H2O/ACOH 5:1:0,2) 
Beispiel 4 

20 

H-D-Glu(Bzi)-L-Ala-Batracylin 

R,: 0,7 (CH3CN/H2O/ACOH 5:1:0,2) 
Terminaler Baustein: Boc-D-Glu(Bzl)OH 

25 

Beispiel 5 

H-Lys-Ala-Batracylin 

30 Rf: 0,42 (CH3CN/H2O/ACOH 10:5:3) 
Terminaler Baustein: Boc-Lys(Boc)OH 

Beispiel 6 

35 H-Tyr-Ala-Batracylin 

R,: 0,47 (CH3CN/H2O/ACOH 5:1:0.2) 
Terminaler Baustein: Boc-Tyr-OH 

40 Beispiel 7 



Z-Lys-Ala-Batracylin 

R,: 0,4 (CH3CN/H2O/ACOH 5:1:0,2) 
45 Terminaler Baustein: Z-Lys(Boc)-OH 

Beispiel 8 

H-Lys(Boc)-Ala-Batracylin 

50 

R,: 0,46 (CH3CN/H2O/ACOH) 5:1:0.2) 

Terminaler Baustein: Fmoc-Lys(Boc)-OH. Die Synthese erfolgt in Analogie zu Beispiel 1 mit Ausnahme der 
4.Stufe: Die Deblockierung der terminalen Aminofunktion wird hier durch eine zweite Fmoc-Abspaltung mit 
Piperidin, wie sie in Beispiel 1 fur die Darstellung von Alanyl-Batracylin beschrieben wurde, erreicht. 

55 

Beispiel 9 

Boc-Lys-Ala-Batracylln 
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Rf! 0,42 (CH3CN/H2O/ACOH 5:1:0.2) 
Terminaler Baustein: Boc-Lys{Fmoc)OH 
(Synthase wie Beispiel 8) 

5 Beispiel 10 

Fmoc-Glu-Afa-Batracylin 

Terminaler Baustein: Fmoc-Glu(tBu)-Batracylln 

70 

Beispiel 1 1 

H-Glu-Afa-Batracylln 

75 Rt: 0.24 {CH3CN/H2O/ACOH 5:1 :0,2) 
Fmoc-Abspattung aus 1 0 

Glycopeptidkonjugate 

20 Beispiel 12 



jg-L'Fuc-Hyac-D-Ala-L-Ala-Batrayclin 
j8-L-Fuc(Ac)3 Hyac-OMe 

25 

EIn Gemisch aus 2,2 g (24,3 mmol) Hydroxyessigsauremethylester 1 ,3 g pulverisiertem Molekularsieb 
4A und 3,8 g Qu6cksilber(ll)-cyanid in 50 ml Dichlormethan wird auf -20 *C abgekuhlt. Eine Losung des 
peracetyllerten 2,3,4-Tri-O-acetyl-a-L-fucopyranosylbromid (7.0 g) in 50 ml Dichlormethan wird zugetropft 
und anschlieflend bei Raumtemperatur geruhrt. Die Umsetzung wird durch Dunnschlchtchromatographie 
30 (Laufmittel: Toluol-Essigsaureethylester 1:1 Rf (1) - 0,75, Rf (2) = 0,61) verfolgt. Nach Beendigung der 
Reaktion wird mit Dichlormethan verdunnt, abflltriert und das Filtrat mit gesattigter Kaliumiodid-Losung und 
Wasser gewaschen. Die organische Phase wird dann uber Magnesiumsulfat getrocknet und eingedampft. 
Das Rohprodukt wird schlieeiich uber 700 g Kieselgel (Merck 7734) mit Toluol-EssigsSureethylester 5:1 (vh) 
als Laufmittel gereinigt. Man erhSIt 3 g Produkt (55 % der Theorie) als siaipSse Masse. 

35 

j8-Fuc-Hyac-0H 

j8-Fuc(Ac)3 Hyac-OMe wird in 34 ml wasserfreiem Methanol gel6st und mit 1 mlln Natriummethanolat- 
Losung in Methanol versetzt. Nach 4 Stunden bei Raumtemperatur wird mit 30,5 ml einer wMfirigen IN 
40 Natronlauge versetzt und die Verseifung dunnschichtchromatographisch verfolgt. (Laufmittel: Toluol-Ethanol 
3:1, vlv Rf (2) = 0,98, Rf (3) = 0,34). Nach Beendigung der Reaktion wird mit lonenaustauscher SC 108 
(H*) neutralisiert, filtrlert und das Filtrat eingedampft. Das Rohprodukt wird schliefilich uber eIne lonenaus- 
tauschersSule mit 150 g lonenaustauscher SC 108 (H^) mit Wasser eluiert. Die produktenthaltenden 
Fraktionen werden eingedampft und das reine Produkt gewonnen. Ausbeute: 1,4 g (75 % der Theorie). 

45 

jg-L-Fuc-Hyac-D-Ala-L-Ala-Batrayclin 

200 mg (0,9 mmol) /S-L-Fuc-Hyac werden in 30 ml DMF aufgenommen und mit 208 mg (1.8 mmol) N- 
Hydroxysuccinimid versetzt. Man gibt bei O'C 223 mg (1,1 mmol) DCC zu und laflt langsam auf 

50 Raumtemperatur enwSrmen. Nach 3h werden 455 mg (0,9 mmol) des Dipeptidkonjugats aus Beispiel 1 
zugegeben. Nach 16h Reaktionszeit wird der ausgefallene Harnstoff abgetrennt und das Filtrat eingeengt 
Nach Digerieren mit Methanol und Umfallen aus DMF/MeOH/lsoprop. erhalt man 250mg (47 %) der 
sauberen Zielverbindung: 
Rf: 0,7 (CH3CN/H2O/ACOH 5:1 :0,2). 

65 Die Verbindungen 13-25 werden analog nach dieser Vorschrift hergestellt. In den Beispielen 20-25 wird 
an Stelle der Hydroxyessigsaure oi-Hydroxycaprylsaure eingesetzt. 

Beispiel 13 

9 
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j3-L-Fuc-Hyac-Lys(Boc)-Ala-Batracylin 

R,: 0,43 (CH3CN/H2O 10:1) 
Kupplungsbaustein: H-Lys(Boc)-Ala-Batracylin 

5 

Beisple! 14 

jS-L-Fuc-Hyac-Lys-Ala-Batracylin 

10 Ri: 0,2 (CH3CN/H2O/ACOH 5:1 :0.2) 

(Debtockierung der Verbindung aus Beispiel 13) 

Beispiel 15 

75 H-Lys(/3-L>Fuc-Hyac)-Ala-Batracylin 

R,: 0.18 (CH3CN/H2O/ACOH 5:1:0,2) 
(Kupplungsbaustein: Boc-Lys(H)-Ala-Batracylin 

20 Beispiel 16 

j3-L-Fuc-HyaC'Lys(j8-L-Fuc-Hyac)-Ala-Batracylin 

R,: 0,5 (CH3CN/H2O 5:1:0,2) 

25 

Beispiel 17 

Z-Lys(i9-L-Fuc-Hyac)-Ala-Batracylin 

R,: 0,5 (CH3CN/H2O 10:1) 
(Kupplungsbaustein: Z-Lys(H)-Ala-Batracylin) 

Beispiel 18 

)9-L-Fuc-Hyac-Glu-Ala-Batracylin 

R,: 0,1 (CH3CN/H20 10:1) 
(Kupplungsbaustein: H-Glu(tBu)-Ala-Batracylin; 
t-Butylester-Abspaltung analog zur Boc-Abspaltung in Beispiel 1) 

Beispiel 19 

j3-L-Fuc-Hyac-Tyr(0H)-Ala-Batracylin 

45 R,: 0,78 (CH3CN/H2O/ACOH 5:1 :0,2) 
Beispiel 20 

Boc-Lys(j8-L-Fuc-Hycapr)-Ala-Batracynn 

50 

Ri: 0,48 (CH3CN/H2O 10:1) 

Beispiel 21 

55 H-Lys(/8-L-Fuc-Hycapr)-Ala-Batracylin 

R,: 0,45 (CH3CN/H20/ACOH 10:3:1.5) 
(Kupplungsbaustein: Boc-Lys-Aia-Batracylin) 
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Beispiel 22 

/8-L-Fuc-Hycapr-Lys-Ala-Batracylln 
5 (Kupplungsbaustein: H-Lys(Boc)-Ala-Batracylin) 
Beispiel 23 

jS-L-Fuc-Hycapr-Lys(j3-L-Fuc-Hycapr)-Ala-Batracylin 

70 

(Kupplungsbaustein: H-Lys-Ala-Batracylin) 
Beispiel 24 
15 )3- L-Fuc-Hycapr-D-Ala-L-Ala-Batracy lin 
Beispiel 25 

jg-L-FuC'Hycapr-Glu-Ala-Batracylin 

20 

(Kupplungsbaustein: H-Glu(tBu)-Ala-Batracylin) 
Beispiel 26 
25 )3-L-Fuc-pAP-Suc-Ala-Batracylin 
j8-L-Fuc-pAP: 

170 mg (0,67 mmol) ;S-(p-Aminophenyl)-L-fucosid werden in 10 ml DMF mit 67 nng (0,67 mmol) Bernstein- 
30 saureanhydrid versetz. Nacli 2h Ruhren bei RT engt man ein und fallt aus Isopropanol/Ether das Produkt 
aus. 

Ausbeute: 200 mg (85 %) R,: 0,15 (CHaCNiHaO 10:1) 

Die VerknGpfung mit Alanyl-Batracylin wird wie in Beispiel 1 beschrieben in Gegenwart von DCC/HOSu 

durchgefuhrt. 

35 Ausbeute: 265 mg (72 %) R,: 0,44 (CH3CN/H2O 10:1). 

Die Beispiele 27 und 28 werden analog zu dieser Vorschrift hergestellt. 

Beispiel 27 

40 j8-L-Fuc-pAP-$uc-Val-Batracylin 

Beispiel 28 

iS-L-Fuc-pAP-Glut-Ala-Batracylin 
Beispiel 29 

)S-L-Fuc-<o-AHex-Suc-Ala-Batracylin 

50 j8-L-Fuc(Ac3)o)'(N-Z'AHex) 

Glycosylierungsreaktion in Analogie zu Beispiel 12, ausgehend von peracetyllertem L-Fucosylbromid 
und N-Benzyloxycarbonyl-«-aminohexanot, das in bekannter Weise hergestellt werden kann, 

65 i8-L-Fuc-<a-AHex 



Deblockierung wie in Beispiel 12, gefolgt von hydrogenolytischer Z-Gruppen-Abspaitung. 
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j3-L-Fuc-<a-AHex-Suc-0H 

Umsetzung mit Bernsteinsaureanhydrid wie in Beispiel 26 

5 jS-L-Fuc-<a-AHex'SuC'Ala«Batracyiin 

Kupplungsreaktion wie in Beispiel 1 beschrieben 
Die Beispiele 30 und 31 werden analog hergestellt. 

10 Beispiel 30 

H>Glu(jg-Fuc-o-AHex)-Ala-Batracylrn 

(Kupplungsbaustein : Boc-Glu-Ala-Batracylin) 

15 

Beispiel 31 

H-Giu(j8-Fuc-pAP)-Leu-Batracylin 
20 (Kupplungsbaustein: Boc-Glu-Leu-Batracylin) 
Material und Methoden zur biologischen Testung 

Die Zellinie SW 480 (CCL 228) stammt aus einem humanen Adenocarclnom des Dickdarms. Sie wurde 
25 in der Zeit von 1971-1975 von A. Leibovitz isoliert und wird von ATCC in der 96. Passage geliefert. 

In den Experimenten wurde sie in der 104, bis zur 111. Passage eingesetzt. Als NShrmedium diente L 
15 (Gibco) mit 10 % foetalenn Kalberserum (L 15/FCS 10). Die Kontrollzellinie BHK wurde in DMEM/FCS10 
Medium angezogen. Sie befand sich in der Passage 109-116. 

30 Kulturbedingungen fOr Wachstumsinhibitlonteste 

SW 480 Zellen warden in Rouxschalen In L15/FCS10 Medium gezogen. 24 Stunden vor Gebrauch 
wurde das Medium gewechselt und zusatzlich 0,1 % BSA zugesetzt. Anschlie/Jend wurde typsiniert und in 
MEME (Flow) unter Zusatz von 10 % FCS und 0,1 % BSA zu einer Zellzahl von 100 000 Zellen/ml 

35 aufgenommen. 100 ul Zellsuspension/Weli wurden in eine 96 Mikrowellplatte gegeben und 3 Tage bei 
37* C Im CO2 Brutschrank inkubiert. AnschlieiSend wurde 100 ul MEME Medium in 1 al DMSO mit den 
Prufsubstanzen (Glycokonjugaten) zugesetzt. Das Wachstum wurde taglich Uberpruft. 
Konfluente Vorkulturen von BHK wurden trypsiniert und in GMEM (Flow) Medium im 10 % Tryptose 
(Gibco), 10% Newborn Calf Serum, 0,5 % L-Glutamin-Losung 100 x (Gibco), 0,75 % Penicillin- 

40 Streptomycin-LSsung (Gibco) und 0,1 % BSA zu einer Zellzahl von 100 000 Zellen/ml aufgenommen. 100 
Ul Zellsuspension/Well wurden in 96 Well/Mlkrotiterplatten gegeben und 24h bei 37'C im CO2 Brutschrank 
inkubiert. 

AnschlieJ3end wurden 100 ul GMEM-Medium und die PrOfsubstanzen in 1 ul DMSO pro Mikrowell 
zugesetzt. Das Wachstum wurde taglich uberpruft. 

45 

Wachstumsinhibitionsteste 

Zu jedem Mikrowell wurde alle 24h 40 ul MTT-Ldsung (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,6-diphenyltetrazo- 
liumbromid) mit einer Ausgangskonzentration von 5 mg/ml H2O zugesetzt. Es wurde 5 Stunden im CO2 
50 Brutschrank bei 37 "C inkubiert. AnschliejBend wurde das Medium abgesaugt und 100 ul i-PropanolA/Vell 
zugesetzt. Nach 30 min SchOtteIn wurde die Extinktion bei 545 nm mit einem Titertek Multiskan MCC/340 
(Flow) gemessen. 

PatentansprUche 

55 

1. Verbindungen der allgemeinen Formel 
[R]„-AAi-AA2~C 
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mit 



C = 
R = 



ein Cytostatikum, 




X = 
Y = 
B = 
Ml = 



Alkylen, Arylen 
CO,NH,0 

Bindung oder Diacylrest einer Dicarbonsaure, 

ein natUrlicher Aminos3ure-Rest in der L- Oder D-Konfiguration Oder Bindung 



n = 



AA2 = 



und 

1st eine naturlictie Aminosaure In der D- oder L-Konfiguration Oder Bindung, 
0,1.2. 



Verbindungen gemaiS Anspruch 1 

worin bedeutet 

X = p-Phenylen oder(CH2)a,. 

wobei m 1-20 sein l^ann 
Y = CO.NH, 

B = Bindung oder Diacylrest einer Cs-Cc-Dicartjonsaure, 
n = 0,1.2, 

Verbindungen gemafi den Anspruciien 1 und 2 

worin bedeutet 

AAi = AminosSure-Reste mit sauren oder basischen Seitenketten oder Bindung, 
AA2 = Aminosaure-Reste wis Ala, Val, Leu, lie, Nva, Gly, Phe (D oder L-Konfiguration), die 
amidartig mit dem Heterocyclus und mit AAi verknupft slnd. 

Verbindungen gemafl den Anspriichen 1 bis 3 worin C fiir 




steht. 
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